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脳虚血後再潅流障害は脳神経外科領域 で は脳塞栓な らび に脳梗塞後 の 血 栓溶解療法に お ける重要 な問題であり, そ の 発
生に お い て好中球 が重要な役割 の 一 つ を担 っ て い る と い われ て い る. 好 申球遊走因子 であ るイ ン タ ー ロ イ キ ン ー8(inte rle ukin-8,
Ⅰし8) の 脳虚血後再潅沈降害に お け る 関与を検討する た め , ウサ ギ脳を用 い 局所脳虚血後再潅流 の 実験 モ デ ル を作成 した . さ
ら に抗 Ⅰし8 抗体 に よる 再潅流障害の 治療 の 可 能性を検索 し た. 脳組織 ホ モ ジ ネ ー ト中の Ⅰし8 濃度は , 虚血 側 にて 再潅流後6
時間で有意 に上 昇 し た. ま た再潅流後 6時間で は, 痛理組織学的 に好中球 の 血 管内で の 凝集, 血 管周囲腔 へ の 浸潤が 認め られ
た . Ⅰし8 の 免疫組織染色に よ り, 血 管内皮が Ⅰし8 を主 に産生 し て い る こ とが判明した . 抗 Ⅰし8 抗体を静脈内投与する と , 梗
塞巣を中心 と した エ バ ン ス ブ ル ー の 血 管外漏出, すなわ ち血液脳間門 O)lo od-br ain ba rrie r, B B B) の 透過性が抑制され た . こ
の よう に脳虚血後再潅流障害 に お い て Ⅰし8 が深く関与 し てい る と考え ら れ, 抗 Ⅰし8 抗体 に よ る脳再海流障害 の 治療の 可 能性
が示唆 され た.
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近年, 脳梗塞超急性期の 治療法 と し て , い ま だ不可逆的な細
胞死に陥 っ て い ない 領域 の 血 流を再開 させ る血 栓溶解療法 に期
待が寄せ られ て い る1)2). しか し, 血 行再開 に伴 い 機能 の 回複 よ
F) む し ろ逆 に更 な る 組織傷害 (虚血後再潅流障害) の 発生が 問
題と な っ て い る . 臨床的 に は出血 性梗塞=一軒や 脳浮腫 の 増大と し
て認め ら れ る が , 血 栓溶解療法を行 っ て い な い 場 合で も血 栓 の
自然融解 に続い て 起 こ る こ と もある . 再潅流障害は脳梗塞以外
にも心筋梗塞や臓器移植等で問題とな っ て い る が , そ の 病態 は
い まだ完全に は 解明さ れ て い ない . 虚 血後 再潅流障害 の 病因の
一 つ と して 好中球が重要 な役割を果た し て い る と考えら れ て い
る
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. 好 中球 は 血 管内皮細胞 と接着 し, 内皮細胞 に傷害 を与
える の み な ら ず, 脳組織内 に侵入 , 椎 々 の 細胞傷害物質を放出
し, 脳組織を傷害す る こ と も明 らか に な っ て きて い る. ま た ,
好中球除若 洲 や 好中球 の 血 管内皮 へ の 接 着阻止が虚血後l専権流
障害の 軽減に有効‖)'15)と の 報告もな さ れ て い る .
イ ン タ ー ロ イ キ ン ー8 (inte rle ukin- 8, I L 8) は 1) ポ多糖体
(1ipopolys a ccharide, LP S) 刺激ヒ ト末梢 血単楷球 の 培養 上清 よ
り精製 さ れ た サ イ トカ イ ン1ti)で , 72偶 の ア ミ ノ 酸 より な り1
7)
,
分子量は約8,000 である . Ⅰし8 は酔-l]球 走化性作用を有する の み
な らず, 好中球 を活性化 しリ ソ ゾ ー ム 酵素 の 放 出や ス ー パ ー オ
キサ イ ドの 産生 誘導1 8)19), ロ イ コ ト リ エ ン B 4(1eukotrie n eB 4,
m 4)
20)21)の 産生 誘導な どの 働きをする .
心筋虚血後再潅流障害22), 肺 虚血 後再潅流障害の 実験 モ デ ル
25
に お い て Ⅰし8 が検出さ れ , こ と に肺 虚血 後再潅流障害で は抗
Ⅰし8 抗体 の 投与に よ り再潅流障害が抑制 され た
2ニー)と 報告 され て
い る
.
以上 より脳虚血後再潅流障害に お い てI L 8 が関与 して い るか
どう か, また 関与 して い る な ら ば抗Ⅰし8抗体投与に より再連流
障害 の 治療 が 可 能か どう かを検討す る た め, ウサ ギを用 い て 脳
梗塞 モ デ ル を作成 し, 実験を行 っ た .
対象 お よび方法
Ⅰ . 実験動物
実験 に は体重 2.7 ､ 3.Okg の ニ ュ ー ジ ー ラ ン ド種 の 雌性 ウサ ギ
(三 共ラ ボ サ ー ビス , 東京)68 羽 を用 い た . まず 前投薬と して 硫
酸 ア ト ロ ピ ン 岬 辺 , 東京)0.5m g を筋肉内注射 し , イ ソ フ ル
ラ ン (ア ポ ッ ト, ノ ー ス シ カ ゴ , 米国) 3(‰ に て マ ス ク麻 酔し
た
. 実験中 の 輸液, 薬物の 投 与の た め 耳介 に静脈路 を確保 し ,
手術 台に 仰臥位 に固定 した . 前頭部縦切 開に て 気管 を露Jll後,
気管 切 開に より行 3.5m m の 気管内挿管チ ュ ー ブ を約 2cm 挿人
固定 し, 人工 呼吸器 (シナ ノ 製作所, 東 京) に接続 し た. 人工
呼吸器 を接続す る と 同時に臭化 パ ン ク ロ ニ ウ ム (オ ル ガ ノ ン ,
ア ム ス テ ル ダム , オ ラ ン ダ)2m g を静脈内投与 しイ ソ フ ル ラ ン
濃度 を1.5 % と し た. 人工 呼吸器 は , 酸素濃度30 %, 1回換気
量 15､ 20ml/kg, 換気 回数毎分2 0､ 25回と し, PC O 2 が 32～
40m mHg と なる よう調節 し た . 右大腿 動脈を露出 し, 留置針
平成8年11月29日受付 , 平成9年1月9日受理
A breviatio n s:A C A, a nterior c erebralartery;B B B, blo od-brain barrier;B S A,bovin e se rum al bu min;IC A,inte m al
C ar0ti dartery;IC A M,interc ellular adhesion m ole c ule;IL,1,interle ukin-1;II]8,interle ukin-8;LRAbTmPho cyte fun ctio n
as ociated antige n; u
､
,1eukotrie n e; M C A, middle cer ebral artery; O N, Optic n e rv e;P B S, pho sphate-bu飴 red s alin e;
T N F
,tu m Or n eCr OSis 血ctor
26 松
を留置 し血 圧 モ ニ タ ー に接続して 血 圧を持続的 に測定 した . 続
い て ウサ ギ を腹臥位 に変え頭部を固定 した . 補液 は 5 %乳酸リ
ン ゲ ル 液 (大塚 , 東京)を 5ml/kg/ 時間で行 い , 臭化 パ ン ク ロ
ニ ウ ム を適宜静注 した .
Ⅰ . 実験 モ デ ル の 作成
右眼球周囲 に頭皮切開を加え, 頭皮を剥離, そ して 眼球お よ
び 眼裔内容物を摘出 した . 視神経管を ドリ ル に て 拡大 し直径約
5m m の 関頭を行 っ た . 硬膜 を 開放 し右内頚動脈 , 中大脳動脈,
前大脳動脈を確認 し , 右 内頚動脈 , 中大脳動脈起始部, 前大脳
動脈起始部を Ze n式 ク リ ッ プで クリ ッ ピ ン グを行い , 中大脳動
脈閉塞モ デ ル と した (図1). 虚血 中は イ ソ フ ル ラ ン の 濃度を調
節 して , 平均血圧 が 55～ 65m mHg と なる よう に した . 右 中大
脳動脈領域 の 局所脳虚血 モ デ ル と して以 下 の 3 群の 実験系を作
成した .
1 . 虚血 後再潅流群
ク リ ッ ピ ン グ に て常温2.5時間 に わ た る 右脳局所虚血を開始
し た . 2.5時 間の 虚血 の 後, ク リ ッ プ を解除 し再潅流 さ せ た .
再潅流後 3時間(5羽), 6時間 (8羽) の 時点 で実験を終了す
る亜群に分けた .
2 . 対照群
対照と して 虚血負荷前 の 正常脳群 (4羽), ク リ ッ ピ ン グを 行
わ ず , 血 管 の 剥離 の み を行 い , 8.5時間放置 し た 偽手術群 (4
羽), お よ び ク リ ッ ピ ン グに て脳虚血 の み を2.5時間 (4 羽), 5.5
時間(5羽), 8.5時 間(8 羽)の 永久血流遮断群をもうけた .
3 . 抗Ⅰし8抗体投与群
上記 と同 じ脳虚血後再海流実験 にお い て , 再潅流開始と同時
に マ ウ ス 抗 ヒ トⅠし8 モ ノ ク ロ ー ナ ル 中和抗体(W S-4)
24)を投 与す
る群(8羽)を作成 した . 10mg の WS-4 を 3ml の 生 理 食塩水で
希釈, 耳静脈内に注入 し た後, 6時間の 再潅流を施行 した . 対
照実験 と し て ミ エ ロ ー マ 蛋白 b 3. 6. 2. 8. 1)25】10mg を同様に静
注 し再潅流 した群(9羽)を作成 した .
】肛 . 脳組織中の Ⅰし 8 濃度測定
各実験 の 終了時点で塩化カ リ ウ ム 5mlを急速静注 し, ウサ ギ
を屠殺 し, 全脳を 一 塊 と し て摘出 した . 右 中大脳動脈領域 の 脳
組織を 15 0mg 採 取 し, リ ン 酸緩衝食塩水 bho sphate-bufEe red
Salin e, P B S)bH 7.2)150FLl中で 十分 ホモ ジネ ー 卜 し た . なお ,
採取部位 は手術部位を除 い た. そ の 後10,000回転 , 5分間遠心
Fig. 1. Sche m aticdrawing ofthe e xperim e ntalpro c edu re. Ze n
Clipp$ W e r e applied to I C A, M C A, a nd A C Aa ndthe fo c al
C e rebr al is che mia w a s m ade. Reperfu$io n w a spe rfo r m ed by
r e m o valof the clips.
し , 上 宿 の み を取り - 8 0℃で 保存し た.
脳組織 ホ モ ジネ ー ト上 清 中の Ⅰし8 濃度 の 測定 は E LISA21)2i`)に
て行 っ た . まず 一 次抗 体と し てWS-4 を 0.05 M炭酸綬衝液 bH
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.6) に て 0.5/上g/ml の 濃度 に希釈 し, 96穴 マ イ ク ロ タ イ タ
ー プ
レ ー ト (ヌ ン ク , コ ペ ン ハ ー ゲ ン , デ ン マ ー ク)の 各穴 に 10〃l
ず つ 加 え4 ℃ で 一 晩イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を行 っ た . 0.05 %ツ イ
ー ン20, 1) ン 酸綬衝食塩水 (tw e e n.P B S) に て 3度洗浄 した 後,
1 %仔午血清 ア ル ブ ミ ン O) O Vin e se ru m albumin, BS A), リ ン
酸緩衝食塩水(1 % B S A, P B S)1 50FLl を各穴 に加え, 37℃で 1
時間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 っ た . ツ イ ー ン ーP B S に て 3度洗
浄 した 後, 0.5 % B S A, ツ イ ー ン ーP BS に て希釈さ れ た サ ン プ ル
を 1 00〃1ず つ 加え た. また 毎回 Ⅰし8 濃度の 標準曲線を作 る た
め , 組換え型 ウサ ギ II.J･8 を 13.7
～ 10,000p g/ml の 濃 度に0.5 %
B S A, ツ イ
ー ン ーP BS で希釈 し, 100/Llず つ 別 の 穴 に加え た. そ
の 後プ レ ー トを 4 ℃ で 一 晩イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を行 っ た . ツ イ
ー ン ーP B S にて 5度洗浄 した 後, 二次 抗体 と して モ ル モ ッ ト抗
ウサ ギ Ⅰし8 抗体2 3)を 3 % ポ リエ チ レ ン グリ コ ー ル60 00, ツ イ
ー ン P B S で 1/Ll/ml に希釈 し, 100/Llず つ 各穴 に加え37℃で 2
時間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を行 っ た . ツ イ ー ン P B S に て 5度洗
浄 した 後, ア ル カ リ フ ォ ス うァ タ ー ゼ標識抗モ ル モ ッ ト免疫 グ
ロ ブ リ ン G (バ イ オ マ ー カ ー , エ ル サ レ ム , イ ス ラ エ ル) を
0.5 % B S A, ツ イ ー ン ーP BS で3000倍 に希釈 し, 100/Llず つ を各
穴 に加え3 7℃ で 2 時間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を行 っ た . ツ イ ー
ン ーP B S に て 5度洗浄 し た後, 針 ニ ト ロ フ ユ ニ ー ル リ ン酸 ニ ナ ト
リ ウ ム をジ エ タ ノ ー ル ア ミ ン で 1m g/ml の 濃度 に 希釈 し, 100
〃1 ず つ 各穴 に加え室温 で30分間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を行 っ た .
反応を止 め る た め に 1 規定水酸化ナ トリ ウ ム を 100〃1ず つ 各穴
に加え , マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー (束ソ ー , 山 口) に て
405n m に お ける 吸光度を測定 し, 標準 曲線をもと に サ ン プ ル 中
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脳再潅流障害 における IL 8
Ⅳ. 病理組織学的検討
実験終了後直ち に摘出 した ウサ ギ (13羽) 脳を4 %パ ラ フ ォ
ル ム ア ル デ ヒ ドで 固定 した . こ れ ら の パ ラ フ ィ ン 切片を作成 し,
H E染色を行 っ た.
† . 免疫組織学的検討
免疫染色 は ア ピ ジ ン ー ビ オ ナ ン ー ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複合体法
にて お こ な っ た . パ ラ フ ィ ン切片を脱 パ ラ フ ィ ン し, 1 %過酸
化水素を含むメ タ ノ ー ル に て 内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の ブロ ッ
ク を行 っ た後, 非特異的反応を阻害す る た め10 % B SAを室温
にて10分間反応させ た . 一 次抗体 と して 60〃g/ml に希釈 した
W S-4 を4 ℃ にて 一 晩反 応さ せ た . 試 薬対照 と し て 同漉度に希
釈し た抗 トキ ソ プ ラズ マ 細胞膜抗体ぐ顆 M-1) をWS-4 の か わ り
に用 い て 同様 の 操作を行 っ た . 二 次抗体と して ビオ ナ ン 標識ヤ
ギ抗 マ ウ ス IgG (ダ コ , カ
ー ピ ン テ リ ア, 米国) を室温に て30
分間反応させ た . 次 に酵素試薬 と して ペ ル オキ シ ダ ー ゼ 標識ス
ト レ プ トア ピ ジ ン (ダ コ) を室温 にて30分間反応 させ た . 各反
応の 後 に 0.01 M-P B S に て 3分間4 回の 洗浄を行 っ た . 発色は
ジア ミ ノ ベ ン チ ジ ン ー テ トラ ハ イ ドロ ク ロ ライ ドを主成分とし
た ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 発色基質(シ グ マ , セ ン ト ル イス , 米 国)
を用 い た. 核染色 は へ マ トキ シ リ ン に て 行い , 脱水, キ シ ロ ー
ル 透徹の 後, 封入 し検鏡 した .
V[. 抗 I L- 8 抗体 (W S- 4) の 血液脳関門(blo od･ br ain
ba ∫Tie r, B B B)透過性に お け る影響
抗体投与群 に お い て , 5.5時間の 再 潅流後 に エ バ ン ス ブ ル ー
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(ナ カ ラ イ テ ス ク, 京都)を乳酸 リ ン ゲ ル 液で 溶解 し3 %の 漉度
と し, 5mlを耳静脈か ら 注入 , そ の30分後 に ウサ ギ を屠殺した .
摘 出 した脳を ウサ ギ脳 ス ラ イサ ー 仏SI, ウ オ ー レ ン , 米l司)を
用い て 2m m の ス ラ イス と し, 視神経交叉か ら前 5m m 後5m m
まで の 6 ス ライ ス を写真掘影し た , こ れ ら を コ ン ピ ュ ー タ ー
(ア ッ プ ル コ ン ピ ュ ー タ ー , ク ペ ル ナ ノ , 米国) に画像取り込み ,
エ バ ン ス ブ ル ー に て脊梁 し た部分の 総面積を NI Hイメ ー ジ に
て 測定し , 6 ス ラ イ ス 全体の 同側半球面積 に対する百分率で表
現 した .
Ⅶ . 統計学的検討
得 られ た 成績 はす べ て 平均値 士 標準誤差 (S E M) に て表記 し
た . 平均 の 差 の 検定 に は 1 元配置分散分析法を用 い , 危険率
5 %未満をも っ て有意差あり とみ な し た.
成 績
Ⅰ. 脳虚血 後再潅流実験に お ける組織内Ⅰし8 濃度の変化
虚血前の 正′馴主義で は 4例 とも感度以下であ っ た . 偽手術群で
は 2 例で 64,Op g/ml, 27.3p g/ml と低値 の 浪度を示 し たが , そ
れ 以 外の 2例 で は 感度 以 下 で あ っ た . 2.5時間虚血 の み , 2.5時
間虚血後3時間再潅流 , 2.5時 間虚血後 6時間再潅流モ デ ル の
I L-8 濃度 は それ ぞ れ 134士6 6pg/ml, 15 1士58p g/ml, 485±
7 8p g/ml であり , 5.5時間虚 血, 8.5時 間虚血 モ デ ル にお い て は
そ れ ぞ れ157±64pg/ml, 163±38p g/ml であ っ た . 2.5時間虚血
後6時間再潅流 モ デ ル で は2.5時 間虚血後3時間再潅軋 8.5時
Fig･3･ Histologic ale x a mination ofbr ain tis su e s. (朗A fte r r eperfusio nfo r3 hr. (B)a nd(C)Afte r r ef?e rfu sio nfo r6hr. (D)A 鮎r
intrav e n o u siqiectio n of anti一Ⅰし8 antibody(WS-4). H E-Stain eds e ctio n s atX50 仏, B, D)or XlOO(C) m agniAcatio n.
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Fig. 4. Im munohisto che mic al a n alysis o nbr ain tis s u e
r epe rfu s ed fo r6hr. Afte rim m u n o staining u sing eithe r
m o n o clo n ala nti-I L-8 a ntibody, W S-4 (A) o rthe control































Fig. 5. E 鮎ctof anti-IL-8 an也body o nB B Bpe r m e ability. Ev an S
blu edyeq stained v olum es w e re c alculated o n s erialce r ebr al
S e Ctio n s a nd w e r eexpr essed a sthe per c e ntage ofthe
e x a min ed slic e s. Data a r e sho w n a s更 ±SEM . *p<0.0 5
(M an n-W Ilitn ey
'
$Ute st).
Fig. 6. P hotogr aphs ofthe brain slic e s sho wingthe effe ct of
anti-IIJ8 and body on Ev anSblu edye staihingln repre S entative
anim alsfro m the6hr repe rfusio ngro up. 仏)Ev a n sblu edyein
a c o ntrola ntibody-tre ated rabbit. (B)Ev an sblu edyein an
an也-Iし8antibody-tre atedrabbit.
間虚血の み の モ デ ル に比 べ て 脳内Ⅰし8濃度 は有意 に高値 であ っ
た (図 2, p< 0.05).
Ⅰ . 病理組織学的所見
2.5時間虚 血 , 2.5時間虚血後 3時間再潅流 モ デ ル で は 脳組織
に好中球 は ほ と ん ど見 ら れ な い の に 対 し, 2.5時 間虚 血後 6時
間再潅流 モ デ ル で は 紺血管内 に明 ら か な好中球 の 凝集 が 見ら
れ , 血管周囲腔 へ の 好 中球浸潤を認め た . 脳実質 へ の 好 中球浸
潤も見 られ た が , そ の 数 は多く はな か っ た . 一 方 , W S-4 を投
与 し た群 で は こ れ ら の 好 中球 の 凝集 , 浸潤 は抑制 さ れ て い た
(図3).
刀【. 免疫組織学的所見
6時間再潅流後 の ウサ ギ脳 の Ⅰし8 に対す る免疫染色 に お い
て , 血管内皮 に陽性所見を認 め た . 試薬対照 と して 恥 M-1 を
一 次 抗体 と して 用 い た もの で は , 染色 され なか っ た . こ の こ と
か ら , こ の 免 疫染色性は Ⅰし8 蛋白に特異的なもの と考え られ た
(図4).
Ⅳ . 抗 I L 8抗体(WS- 4)の B B B透過性 に対する影響
コ ン トロ ー ル 抗体 肝3. 6. 2. 8. 1) を再潅流開始直後に静注 し
た 群 で は , エ バ ン ス ブ ル ー に 染色 され た脳 の 総面積 の比率 は
17.6 ±3.2 % であっ た が , W S-4 投 与群 で は8.3 ±1,3 % と有意 に
b< 0.05) 低下 し た (図5). 代 表的な ス ラ イス の 写真を図 6 に
示す. W S-4 の静脈内投与に よ り, 虚血後再潅流後の B B B の
破綻 によ る エ バ ン ス ブ ル ー の血 管透過性 は抑制さ れ た .
脳再潅流障害 にお けるⅠし8
考 察
虚血後再潅流障害 は, 1981年 Gra nge r ら
27)より提唱され て以
来, 虚血性微小循環障害を基盤と した各臓器 の 機能破錠 の 主因
と して 注目を集 め , 現在で は 心筋梗塞, 腸 間膜動脈閉塞, 脳梗
塞, 肺梗塞 な どの 病 態生理を説明するうえ で欠かせ な い 概念 と
な っ た . 心 筋梗塞, 脳梗塞 にお け る血 栓溶解療法が普及す る に
つ れ , また臓器移植技術が進歩す る に つ れ, 虚血 後再潅流障害
が注目され て い る が , その 病態は い ま だ完全に は解明され て い
ない . 各臓 器で 虚血後再潅流障害 にお ける好中球 の 役割 の 重要
性が指摘さ れ , 活性 化 した 好中球が 血管内皮 と接着 し, 内皮細
胞に損傷を与えたり, 微少循環障害を引き起 こ し, また浸潤 し
た好中球が活性酸素を放出 し, 組織傷害を引き起 こ すこ とが 再
潅流障害の 大きな原因 の 一 つ と考え ら れ て い る . 虚血後 再海流
障害 に限 らず急性炎症反応時 に は局所 へ の 好 中球 の 浸潤を伴う
が, その ため には 血 管内皮細胞 と白血球 の 相互 反応 と して 白血
球が 血 管内皮 上 を転 が る 転 回 (r olling), 好 中 球 の 活性化
(a ctiv atio n),
一 定 時間以上同 一 部位 に と どまる 膠着(adhe sio n),
血管 内皮細胞間隙を通過 し血 管外 に出 て い く 遊走 (migratio n)
の各段階が必要であ る. こ の 複雑な機構 に つ い て は 未だ不明な
点も多く, き わめ て多く の 因子 が関与 して い ると考え られ て い
るが , 大略以 下 の 如く に 考えら れ て い る
28)
.
炎症反応 が起 こ る と好中球 は 血 管内皮細胞と緩 や か に接着
し, 転回を始め る . この 転回現象は白血球膜上 に表出され る し
セ レクチ ン と 血管内皮上 の F, 払 セ レ ク チ ン を含 むセ レ クチ ン
フ ァ ミリ ー が 関与す る こ と が 明ら か と な っ て い る . 転回 に引き
続い て観察 さ れ る の が膠着現象である . 白血 球の 膠着 に は, 白
血 球膜 上 の イ ン テ グ リ ン と 血 管 内皮 の 細胞 間接着 分子
(inter cellula r ad he sio n m ole c ule, I C A M)-1, 2 の 結合が 重要 と
され て い る29】. イ ン テ グリ ン は , α - サ ブ ユ ニ ッ ト (C D-11a,
11b, 1 1c) と 針サ ブ ユ ニ ッ ト (C D-18) に より構成 さ れ, そ の 結
合形態 と し て, 1) ン パ 球 機能抗原(1ympho cyte fun ctio n antige n,
L FA)-1(C D-11a/C D-18) と IC A M-1, 2, Ma c-1(C D-11b/C D-18)
とI C A M-1 が知 られ て い る .
炎症局所 に お い て は , マ ク ロ フ ァ ー ジ , 上 皮細胞 な どの 組織
常在性の 細胞が活性化 さ れ , 様々 な炎症性 サ イ ト カイ ン 【イ ン
タ ー ロ イ キ ン (inte rle ukin , IL)-1, 腫 瘍壊 死 因子 (tu m or
n e cr o sisfacto r, T N F), イ ン タ ー フ ェ ロ ンーガ ン マ (inte rfer o n-
γ , IF N
-
γ) 等]を放出す る. こ れ ら の サ イ トカ イ ン に より活
性化さ れ た 血 管内皮細胞 は , IC A M-1 をは じめ と し た接着分子
を多量 に発現する よ う に な る. ま た, 活性 化さ れ た 炎症局所 の
細胞 はt I し8, 単球 走化性活性化因子 (m o n o cyte che m otactic
a ctivating fa cto r, M C A F) や 血 小板活性化 因子 (platelet
a ctiv atingfa cto r, P A F) な ど の 白血 球活性化因子を血 中に放出
し, こ の よ うな 因子 に より活性化さ れ た好中球上 で は, L F ん1,
Ma c-1 な どの 分子が 質的機能的調節を受けて お り, そ れ ぞ れ の
リ ガ ン ド へ の 親和性を獲得 し, 血 管内皮 へ の 膠着が 生 じる .
続い て 白血 球 は血 管内皮間隙 を通過 し基底膜を破り血管外 に
遊走す る. これ に伴 い , 血管 内皮 と基底膜間 に留ま っ て い た 高
分子物質も血管外 に放出さ れ る こ と に なり血管周囲の 浮腫は助
長され , ま た白血 球由来 の組織傷害因子の 作用 によ り炎症は増
悪する. 白血 球 の 活性化 に伴う各種炎症性 メ デ ィ エ イ タ ー の 放
出は迷走 に必須 と考えら れ て おり , エ ラス タ ー ゼ や コ ラゲ ナ ー
ゼ とい っ た蛋白分解酵素 は白血球 の 基底膜破壊 に重要である .
29
強力な組織傷害因子と して注目 されて い る活性酸素は , 血 管
内皮傷害と間隙の 開大 にも直接関与する の み な らず, 蛋白分解
酵素群の 活性化 へ も作用する こ とが 知ら れ て い る. よ っ て , 白
血球か ら の 活性酸素放出は , 炎症成立, 組織傷害の あ らゆ る段
階で重要な役割をは た すこと が 予想 され る .
さ て, 脳虚血再潅流障害に お い て も上記の 機構が働 い てい る
と考えら れ5 = ), 好中球除去 肌lり, セ レ ク チ ン の レク チ ン ドメ イ
ン の 合成 オ 1) ゴ ペ プ チ ド投与iO), C D 18:.1), C D llb12)13)1 5), IC A M-
11 1)
121
, M a c-1
12) 岬に対 する 抗体投与に より , 神経症状 の 改善,
虚血 領域 へ の 白血球浸潤の 減少, 脳 浮腫 の 軽減 , 梗塞巣 の 縮小
が見 られ た とする 報告が朝次い で なされ て い る . 抗 C D 18抗体
投与 の 無効例の報告
32)もある が , そ の 効果は 虚血時間, 再海流
時間に より異な るもの と思 われ る.
急性 炎症時に お ける好中球の 遊走, 活性化 に関係 して い る因
子 と して u Ⅷ 43 紳 ), 晴性化補体第 5成分朋 , ス ー パ ー オ キサ イ
ド
3 附 7)
, Ⅰし8 な どが 知 られ て い る . I L8 の 試験管内で の 活性 は,
好中球 に対 して は 補体リ セ プ タ ー Ⅰ 塑 (C R-1) や 接着因子 の
M a c-1 な どの 発現の 誘導:}7 = l-), 末刺激血管内皮細胞 へ の 付着 の
誘導, 形態変化, 走化性 , 活性酸素 の 轟生, リ ソ ゾ ー ム 酵素 の
放出, u
､
B4産生411な どが あげら れ る . そ して , 肺虚血後再海
流障害で は , Ⅰし8 が重要な役割を は た して お り, 抗Ⅰし8 抗体に
よ り再潅流障害を抑制する こ と が で きた
23)と の 報告が ある . そ
こで 著者 らは脳虚血後再潅流障害に お い て, こ の Ⅰし8 に注目 し,
ウサ ギ を用い て脳虚血後再潅流障害 モ デ ル を作成, Ⅰし8 の 関与
を検討 した .
脳組織 ホ モ ジネ ー ト上 清 中の I L 8濃度の 時間的変化を見る
と , 2.5時間虚血後 お よ び2.5時間虚血 3時間再潅流後 にお い て
は ごく低 レ ベ ル の Ⅰし8 濃度であ っ た が , 2.5時間虚血 6時間再
潅流後 にお い て は そ れ ま でと 比 べ 有意に高い Ⅰし8濃度を示 して
お り , 再潅 流後3時間か ら 6時間 の 間 に脳組織 が よ り多く の
Ⅰし8 蛋白を産生 し て い ると考え られ た . 対照実験 と して 施行 し
た8.5時 間虚血群 の Ⅰし8膿度 は, 2.5時間虚血群 と ほ ぼ 同 レ ベ ル
で あり, 6時間再潅流後にお ける Ⅰし8 の 増加 は虚血彼の 再潅流
に よ る もの で あり, 単 に虚血 時間が長くな っ た た め で は ない と
考え られ た. 虚血 の み で もそ れ が侵襲 となり低 い なが らも Ⅰし8
産生 を起 こ すが , 虚血 後の 再潅流が そ れ 以 上 の 侵襲を与え, さ
ら にⅠし8 を産生 させ た と 考え ら れ た .
病理 組織学的 に は, 再潅流後3時間ま で は 好IF 嘲を ほ と ん ど
認 めな か っ たが , 再海流後6時間で は 著明な好中球 の 血 管内凝
集 と 血管周囲腔 へ の 浸潤 を認め た . 好中球の 浸潤は脳実質にも
認 め た が , 著明 と い え るよ うな もの で は な か っ た . こ れ ら の 所
見 は脳組織 ホモ ジネ ー ト中の I L 8濃度 の 上昇 と よく相関 して い
る と 考えら れ た . Ⅰし8 に対す る抗血 清は 試験管内に お い て レ ク
チ ン接着因子 Oe ctinadhesio n m olec ule-1) と /32 イン テ グリ ン
の 発現 を抑制 し, 好 中球の 血管内皮 へ の 接着を阻害する と の 報
告4 2)もあ るが , 本研 究で は抗 Ⅰし8 抗体 の 静脈内投与に より, 好
中球の 血管内凝集と血管周囲腔 へ の 浸潤が抑制 さ れ, Ⅰし8 が好
中球の 血管内皮 へ の 接着, 走化 に重要な役割を果た して い る こ
と が 示唆され た.
抗Ⅰし8抗体 の 静脈内投与 によ り, エ バ ン ス ブ ル ー に染色 さ れ
る 体積は コ ン トロ ー ル 抗体投与 に比 べ て有意 に減少 し, こ れ は
再潅流障害時の B B Bの 透過性が抑制された こ とを示 して い る .
B B Bの 透過性 の 克進 は脳浮腫を引き起 こす こ と よ り, 抗 IL 8
抗体 は脳浮腫抑制作用もも つ こ とが 判明 した . 組織学的所見 と
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照 ら し合 わせ る と , 抗 IL 8抗体 の 投与 に より好中味 の 活性化,
血管内皮 へ の 接着 の 阻害, 各種炎症性 メ デ ィ エ イ タ ー や 活性酸
素放出な ど の 抑制 が 生 じ , そ の 結果 , 血 管 内皮傷害 に よ る
B B Bの 透過性 の 克進 が抑制さ れ た もの と思わ れ る.
今 回の 実験 で は , 脳 虚血後再潅流障害に お ける 血管透過性 の
克進が I L 8 に よ る好中球 の 浸潤と共 に生 じて い る こ と が示 さ れ
た が , Ⅰし8 の 有意な発現以前の再潅流後3時間ですで に脳腫脹
が発生 して い る もの も見うけれ ら れ た . こ れ は , Ⅰし8 の 発現以
前 に ア ラ キ ド ン 酸 カ ス ケ ー ド に よ る産生 物質
4 3)
, 活性 酸素, 補
体 成分 , 血小板晴性化因子
14)
, 種々 の サ イ トカ イ ン45卜 47)な ど が
再潅流障害 に お ける脳浮腫形成 に関与 して い る 可能性を示唆 し
て い る . 実際 に , ア ラキ ドン 酸代謝を阻害する こと に より , 脳
虚血後再潅流早期 の 血管透過性の 克進を抑制48), Ⅰし1 の ブ ロ ッ
カ ー の 投与 に より脳浮腫形成 を抑制49)した と の 報告もある .
今 臥 我 々 は , 脳 虚血後再潅流障害急性期 における Ⅰし8, 好
中球の 役割 に つ い て検討 した が , 亜 急性期, 慢性 期 に お ける役
割に つ い ても今後検討 して い く予定であ る.
結 論
脳虚血後再潅流障害に おけるⅠし8 の 関与 の 有無 に つ い て検討
する た め に, ウ サ ギ を用 い , 2.5時 間局所脳虚血, 2.5時 間虚血
後3時間お よ び2.5時 間虚血後 6時間再潅流 の 実験 モ デ ル を作
成 した , さ ら に, 抗 Ⅰし8抗体 の 投与に より脳虚血後再潅流障害
の 軽減が可能 か ど うかを検討 し, 以下 の 結論 を得 た.
1
. 脳組織 ホ モ ジ ネ ー ト中の Ⅰし8 濃度 は , 再潅流後 3時間に
比 べ 再潅流後 6時間 に有意に 上 昇 した (p< 0.0 5). ま た, 再潅
流を行 わな い8.5時間虚血 の み で は 有意 な Ⅰし8 濃度 の 上昇 は 認
め なか っ た .
2 . 組織学的 に は, 再潅流後 3時間まで は好中球 の 血管外皮
潤を認め なか っ た が , 再潅流後 6時間で は好中球 の 血管内で の
凝集, 血管周囲脛 へ の 浸潤 を認 め た . 脳実質内へ の 浸 潤も認め
たが , その 数は多く はな か っ た .
3 . 免疫組織染色 によ り, 主に 血 管内皮 にⅠし8 蛋白が存在 し
て い る と思わ れ た .
4
. 抗Ⅰし8 中和抗体 の静脈内投与 によ り, 虚血 後再潅流時の
好中球の 血 管内凝集, 浸潤が 抑制され た .
5 . 抗 M 抗体の 静脈内投与 により, B B Bの 透過性を抑制 した.
以上 より , 脳 虚血後再潅流障害 に お け る好中味 の 浸潤 に は
I L 8 が関与 して お り, 抗Ⅰし8抗体 の 投与 によ り再潅流時の 脳浮
腫 の 進行を抑制す る こと が 可能である と考えら れ た . 今後, 脳
虚血 後 の 再潅流障害 に対 して , 抗Ⅰし8抗体を は じめ と した Ⅰし8
ア ン タ ゴ ニ ス トの 臨床応用が期待 され る.
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Key w o rds c e rebral ische mia
- rePerfusion idu ry, n eutrOPhil,inte rleukin -8(I し8), a n ti-Ⅰし8antibody
Abstr act
Cerebr al ische mia-r ePerfusion lquryl S aSerio usproble mfor n e u r o su rge o n sin thro mbolytic therap yforpatients who hav e
s u脆 red a stroke. Ne utrophils are consideredas am 叫O r etiologic fa ctorin reperfusion l叫 ury･ T he aim oftheprese nt s tudyis
to dete rmine the role ofI L-8, a n e utrOPhilche mo ta ctic factor, in ce rebralreperfusion lqu ry a nd to e valu ate the therape utic
potentiality of anti-Ⅰし8 n eutr alizing m ono clon al a ntibody(W S-4)to redu c eiqju ry･ In the pre s ent s tudy, 68 fe m ale New
Ze aland rabbits w ereus ed･ T hey sus tainedfoc al ce rebr al ischemia fo r2･5 hrs follo wed by 3 hrs o r6 hrs r epe rfusion･
Reperfusionfor6hrs signiBc a ntly(p<0.05)in c r e as ed theI L-81ev elin brain tissu ehom oge n ate a nd e nha n c edthe n e utrophil
ag gregation in s m allv e s s els a nd infiltr atio ninto the pe riv asc ular spac ea s c o mpa r ed with r epe rfusion for 3 hrs･
Im m un ohist ologic alanalysis sho wedthat the I し8protein w as e xpr es sed in the e ndothelial c ellsin the brain slic es ofthe 6hr
repe rfusion group ･ A dministratiQn Ofanti-Ⅰし8antibodyinhibited the ex trav as a tion of Ev an sblu edyein theinfa r ct area, that
is, the incre as ed per m e ability of･the blo od-brain ba rier, Signific a ntly(P<0･05)･ T he sefindings s ugge sted thatIL-8plays an
importa n trolein cerebral ische mia-r ePe rfusio n lnJu ry･ Itis expe cted that antago nists aga ln StIL
-8 w o uld be clinic ally us eful
forpr ev e ntl ngCe rebr alische mia十rePe rfusion lnJu ry･
